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1. Seznam použitých zkratek: 
 
1.LF UK a VFN  1. lékařská fakulta Univerzity Karlovy a Všeobecné fakultní nemocnice 
2.LF UK a FN Motol  2. lékařská fakulta Univerzity Karlovy a Fakultní nemocnice v Motole 
18F-FDA  [18F]-fluorodopamin 
18F-FDG  [18F]-fludeoxyglukóza 
18F-FDOPA  [18F]-fluoro-dihydroxyphenylalaninem  
131I-MIBG metaiodobenzylguanidin 
aCGH  array CGH 
AD  autosomálně dominantní  
ATRX  ATP-dependent helicase  X-linked  
BRAF  serine/threonine-protein kinase, protooncogene 
CDH1  cadherin-1 
CDKN2A cyclin-dependent kinase 2A 
CDKN2B cyclin-dependent kinase 2B  
CGH  comparative genome hybridization, komparativní genová hybridizace 
DGGE  denaturační gradientová gelová elektroforéza 
DNA  deoxyribonukleová kyselina 
EDTA  ethylendiamintetraoctová kyselina 
FAD  flavinadenindinukleotid 
FH  fumarate hydratase 
FHIT   fragile histidine triad 
FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 
FMTC  familiální medulární karcinom štítné žlázy 
FN  fakultní nemocnice 
GIST  gastrointestinálními stromálními nádory  
GNAS  guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating 
H2O  voda 
HCl  chlorovodíková kyselina 
HIF  hypoxia-induced factor 
HIF2A (EPAS1)  hypoxia-inducible factor 2 Alpha, endothelial PAS domain protein 
HNPGLs head and neck paragangliomas, paragangliomy hlavy a krku 
H-RAS  HRas protooncogene 
IDH1   isocitrate dehydrogenase 1 
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IDH2  isocitrate dehydrogenase 2 
KIF1Bß  kinesin family member 1Bß 
KMT2D lysine methyltransferase 2D 
K-RAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
LM PCR ligation mediated PCR 
MAX  MYC associated factor X 
MAML3 mastermind like transcriptional coactivator 3 
MDH2  malate dehydrogenase 2  
MEN 2 syndrom mnohočetné endokrinní neoplázie typu 2  
MET  MET protooncogene, receptor tyrosine kinase 
min.  minuta 
MTC   medular thyroid carcinoma, medulární karcinom štítné žlázy 
mTOR  mammalian target of rapamycin 
NaOH  hydroxid sodný 
NF1   neurofibromin 1 
NGFR  nerve growth factor receptor 
nM  nanomol 
N-RAS NRAS proto-oncogene, GTPase 
PARP  poly (ADP-ribose) polymerase 
PCR  polymerase chain reaction, polymerázová řetězová reakce 
PET   pozitronová emisní tomografie  
PET/CT  pozitronová emisní a RTG počítačová tomografie 
PGL  paragangliom 
PGL1  syndrom paragangliomu 1 
PGL2  syndrom paragangliomu 2 
PGL3  syndrom paragangliomu 3 
PGL4  syndrom paragangliomu 4  
PGL5  syndrom paragangliomu 5 
PHEO  feochromocytom 
PHEO/PGL feochromocytom/paragangliom 
PHD2/EGLN1   egl-9 family hypoxia inducible factor 1 
pM  picomol 
µl  mikrolitr 
RET  rearranged during transfection, protooncogen 
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SeqCap sequence capture 
SDH  sukcinát dehydrogenáza 
SDHA  sukcinát dehydrogenáza, podjednotka A 
SDHAF2 succinate dehydrogenase complex assembly factor 2 
SDHB  sukcinát dehydrogenáza, podjednotka B 
SDHC  sukcinát dehydrogenáza, podjednotka C 
SDHD   sukcinát dehydrogenáza, podjednotka D 
TE pufr tris/EDTA pufr 
TERT  telomerase reverse transcriptase 
TMEM 127 transmembrane protein 127 
TP53  tumor protein p53 
TRIS  trisaminomethan 
VHL   von Hippel-Lindau tumor suppressor 
WHO  World Health Organization, Světová zdravotnická organizace 





Předkládaná práce shrnuje výsledky výzkumu, který se zabývá relativně vzácnými 
neuroendokrinními nádory -  feochromocytomem a paragangliomem (PHEO/PGL). 
Tyto nádory mohou vznikat díky dědičné genetické predispozici. Zpočátku své práce 
jsem se proto zaměřil na genetické vyšetření pacientů s PHEO/PGL. Byly zavedeny metody 
denaturační gradientové gelové elektroforézy, sekvenování dle Sangera, multiplex ligation probe 
amplification  pro diagnostiku změn nejdříve v genech SDHD, SDHB a RET. Postupně se 
rozšiřoval (a stále i rozšiřuje) počet vyšetřovaných genů. V současné době metodou next 
generation sequencing vyšetřujeme následující geny: ATRX, BRAF, CDH1, CDKN2A, 
CDKN2B, FGFR1, FH, FHIT, GNAS, HIF2A (EPAS1), H-RAS, IDH1, IDH2, KIF1Bß, KMT2D, 
K-RAS, MAML3, MAX, MDH2, MET, NF1, NGFR, N-RAS, PHD2/EGLN1, RET, SDHA, 
SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, TERT, TMEM 127, TP53 a VHL. Výskyt genových variant 
v uvedených genech (23%) se u českých pacientů s FEO/PGL se liší v porovnání s některými 
zahraničními studiemi (27%, 40%). Takovéto rozmezí může být způsobeno geografickými 
rozdíly nebo výběrem pacientů. 
PHEO/PGL se většinou (75%) vyskytují v benigní formě. Pro maligní formu 
onemocnění svědčí výskyt chromafinní tkáně v místech, kde se obvykle nenalézá, jako jsou 
např. játra, plíce či kosti. V testovaném souboru pacientů jsme se zaměřili na hledání dalších 
znaků, které by mohly svědčit pro maligní průběh, např.nižší věk pacientů s prvním výskytem 
nádoru, větší velikost tumoru a sekrece norepinefrinů. 
Pro maligní formy PHEO/PGL zatím neexistuje účinná léčba. Mezi současné možnosti 
léčby patří např. chirurgický zákrok, použití chemoterapie pomocí kombinace cyclofosfamidu, 
vincristinu a dacarbazinu, podávání terapeutických dávek 
131I- metaiodobenzylguanidinu, nebo použití prostředků cílené molekulární terapie 
(např.inhibitory angiogeneze, hypoxia inducible faktoru, histon deacetylázy aj.). V další fázi 
práce jsme zkoušeli hledat další cílené léčebné možnosti. V souboru nasbíraných nádorových 
tkání, jsme testovali přítomnost mutace genu BRAF a případné terapeutické použití BRAF 
inhibitorů.  
 
Klíčová slova: feochromocytom, paragangliom, next generation sequencing, gen SDHB, 





This work summarizes the results of a research inquiring into relatively rare 
neuroendocrine tumors – pheochromocytomas and paragangliomas (PHEO/PGL)  
These tumors may arise on a hereditary genetic predisposition basis. On that account we 
primarily focused on a genetic examination of patients with PHEO/PGL. Methods for 
diagnostics of changes in SDHD, SDHB and RET genes were implemented. The number of 
examined genes has been (and is still being) extended. Currently we are investigating these 
genes: ATRX, BRAF, CDH1, CDKN2A, CDKN2B, FGFR1, FH, FHIT, GNAS, HIF2A (EPAS1), 
H-RAS, IDH1, IDH2, KIF1Bß, KMT2D, K-RAS, MAML3, MAX, MDH2, MET, NF1, NGFR, N-
RAS, PHD2/EGLN1, RET, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, TERT, TMEM 127, TP53 
and VHL, using next generation sequencing. The number of variations of the above mentioned 
genes is different (23%) in Czech patients with PHEO/PGL in comparison with some foreign 
studies (27%, 40%). This may be caused by geographical influences or selection of patients. 
PHEO/PGL occur mainly (75%) in a benign form. A malignant form may be indicated 
by the presence of chromaffin tissue in locations where these tumors do not usually occur – 
liver, lungs, bones. In our study we focused on characteristics indicating the malignancy, for 
example, the lower age of patients with the first manifestation of PHEO/PGL, larger tumor size 
or norepinephrine secretion. 
There is no effective treatment for malignant forms of PHEO/PGL. Treatment 
possibilities include surgical resection of the tumor, chemotherapy with cyclophosphamide, 
vincistrine and dacarbazine, therapeutic 131I - metaiodobenzylguanidine doses, or targeted 
molecular therapy (inhibitors of angiogenesis, hypoxia-inducible factors, histone deacetylases). 
We are trying to find new treatment possibilities. In our tissue samples we tested the presence of 
the BRAF mutations and possible therapeutic application of BRAF inhibitors.  
 
Key words: pheochromocytoma, paraganglioma, next generation sequencing, SDHB gene,    




Feochromocytomy (PHEO) a paragangliomy (PGL) jsou relativně vzácné nádory, které 
vznikají v chromafinní tkáni. Podle světové zdravotnické organizace (WHO) pod pojmem 
PHEO se označují nádory, které jsou lokalizované ve dřeni nadledvin, oproti tomu PGL se 










(HNPGLs) mají původ v parasympatické tkáni, většinou neprodukují katecholaminy 
(hormonálně “němé”) a jsou rozpoznávány v důsledku útlaku okolních struktur. Břišní 
paragangliomy vychází ze sympatické tkáně, mohou se vyskytovat od baze lební až po pánevní 
dno, velmi často se nachází v místě odstupu arteria mesenterica inferior tzv. Zuckerkandlově 
orgánu (Ronald et al. 2004). Mezi širokou odbornou veřejností jsou tyto nádory známy jako 
nádory 10% (bilaterální výskyt, maligní, geneticky podmíněné, extraadrenální, atd.), avšak 
výsledky studií provedených v nedávné době ukazují až na přítomnost kauzálních mutací u 
přibližně 30–40 % výskyt kauzálních mutací. (Boedeker C.C. et al. 2011, Karásek D. et al. 2010, 






Funkční paragangliom    Paragangliom hlavy a krku 
 
Obr. 1: Místa výskytu feochromocytomů a paragangliomů (Lips et al. 2006) 
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5. Diagnostika PHEO/PGL: 
  
Výskyt těchto druhů onemocnění je doprovázen řadou příznaků. Mezi nejčastější 
z celkem až 50 popisovaných příznaků patří hypertenze (trvalá i záchvatovitá), nauzea, pocení, 
palpitace. Nerozpoznání nebo chybná diagnóza však mohou být fatální. (Jafri M. et al. 2012, 
Widimsky J. Jr. Et al. 2009, Widimsky J. Jr. Et al. 2007, Zelinka T. et al. 2007). 
5.1 Biochemická vyšetření u pacientů s PHEO/PGL 
PHEO/PGL mohou metabolizovat, skladovat a vylučovat katecholaminy. Krátký výskyt 
katecholaminů v plazmě bohužel ztěžuje rozlišení patologické nadprodukce od normální 
zvýšené sekrece během stresu. Vzhledem ke výše zmíněným skutečnostem může měření 
katecholaminů poskytnout vysokou míru falešně pozitivních výsledků, zatímco odběr mezi 
záchvaty může způsobovat falešně negativní výsledky. Proto se doporučuje pro diagnostiku 
PHEO/PGL používat měření volných plazmatických metanefrinů nebo frakcionovaných 
močových metanefrinů (Lenders J.W.M. et al. 2014). Ačkoliv jsou volné plazmatické 
metanefriny a normetanefriny odstraňovány z oběhu téměř stejně rychle jako jejich 
katecholaminové prekurzory, jsou pro diagnostiku lepší než katecholaminy. Tyto metabolity 
jsou uvolňovány z katecholaminů kontinuálně a pomocí katechol-O-methyltransferázy 
přeměňovány na metanephrin a normetanephrin. Tento proces je nejen kontinuální, ale také 
nezávislý na exocytotické sekreci katecholaminů, která může být u PHEO/PGL přerušovaná 
nebo jen velmi málo aktivní (Eisenhofer G. et al. 2004; Eisenhofer G. Et al. 2012). Plazmatické 
frakcionované metanephriny mají vysokou senzitivitu (96–100%) a specificitu (85–89%), a 
proto je výhodné je použít při diagnostice rizikových pacientů, tj. např. pacientů s předchozí 
anamnézou PHEO, rezistentní hypertenzí, v rámci syndromologického onemocnění, s rodinnou 
anamnézou genetického syndromu nebo adrenálním incidentalomem naznačujícím přítomnost 
PHEO. Kromě toho mohou být plazmatická měření užitečná u dětí, u kterých je obtížné odebírat 
moč 24 hodin (Lenders et al. 2014). Další metodou volby může být 24 hodinový sběr 
frakcionovaných močových metanephrinů. Tato metoda vykazuje vysokou senzitivitu (97%) a 







5.2 Zobrazovací metody u pacientů s PHEO/PGL 
 
U pacientů s biochemicky potvrzeným PHEO/PGL jsou používány zobrazovací metody 
pro zjištění lokalizace primárního tumoru, případně metastáz. Počítačová tomografie (CT) a 
magnetická rezonance (MRI) jsou vysoce senzitivní metody a umožňují přesný popis a 
vymezení nádoru. U většiny pacientů je anatomické zobrazení  doplněno funkčními 
zobrazovacími metodami, které definitivně PHEO/PGL potvrdí. Mezi nejvíce používané funkční 
metody patří scintigrafie s [123I]-metaiodobenzylguanidinem (MIBG) a pozitronová emisní 
tomografie (PET) s radiofarmaky,jako např. 6-[18F]-fluorodopaminem (18F-FDA) a [18F]-
fluoro-dihydroxyphenylalaninem (18F-FDOPA) (Hoegerle S. et al. 2002; Pacak K. et al. 2001; 
Timmers H.J. et al. 2009). U maligních forem PHEO/PGL způsobených zejména mutacemi 
genu sukcinát dehydrogenázy, podjednotky B (SDHB) jsou metastázy lépe zobrazeny pomocí 
18F-fluorodeoxyglukózové PET v kombinaci s CT (18F-FDG PET/CT) (Timmers H.J. et al. 
2007; Taeib D. et al. 2009). Zvýšené vychytávání 18F-FDG může být považováno za známku 
změněného geneticky podmíněného glukózového metabolismu buňky (Favier J. et al. 2009).   
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6. Genetika PHEO/PGL: 
 
Jak PHEO tak PGL se mohou vyskytovat v rámci genetických syndromů, do současné 
doby bylo popsána celá řada takovýchto syndromologických onemocnění (Qi X.P. et al. 2012, 
Björklund P. et al. 2016, Butz J.J. et al. 2017). 
6.1 Syndromy spojené s PHEO/PGL 
6.1.1 Mutace sukcinát dehydrogenázy (SDH) 
   6.1.1.1 Syndrom paragangliomu 1 (PGL1); gen SDHD (OMIM 602690) 
Nádory syndromu PGL1 jsou většinou benigní nádory HNPGLs, riziko výskytu 
PHEO/PGL se pohybuje mezi 16–21 % (Boedeker C. et al 2014). HNPGLs jsou většinou 
biochemicky němé (Benn D.E. et al. 2006), ve 20 % však produkují dopamin nebo jeho 
metabolit methoxytyramin, což může být využito při monitorování pacientů (van Duinen N. et 
al. 2013). Mutace genu sukcinát dehydrogenázy, podjednotky D (SDHD) vede téměř výhradně k 
rozvoji onemocnění, je-li zděděna od otce (parent of origin efect) (Baysal B.E. et al. 2011, Musil 
et al. 2012). Penetrance u nosičů SDHD mutací se pohybuje mezi 40–100 % (Hensen E.F.  et al. 
2011). PHEO se v rámci PGL1 syndromu vyskytují v časnějším věku než HNPGLs (Boedeker 
C. et al. 2014). V rámci tohoto syndromu se mohou také vyskytovat nádory ledvin a žaludku 
(Favier et al. 2015). 
 
   6.1.1.2 Syndrom paragangliomu 2 (PGL2); gen SDHAF2 (SDH5) (OMIM 601650) 
Gen SDHAF2 je důležitý pro správnou inkorporaci flavinadenindinukleotid. kofaktoru 
(FAD)  SDHA podjednotky sukcinátdehydrogenázy, která je nezbytná pro správnou funkci SDH 
komplexu (Opocher G. Et al. 2011). Mutace SDHAF2 jsou vzácné a vedou téměř výhradně k 
rozvoji HNPGLs u jedinců ve věku 22–47 let. (Kunst HP et al. 2011). 
 
   6.1.1.3 Syndrom paragangliomu 3 (PGL 3); gen SDHC (OMIM 605373)  
Nádory způsobené mutacemi genu SDHC jsou většinou solitární HNPGLs (vzácně se 
nacházejí i multifokálně a v maligní formě). Průměrný věk výskytu je 38 let (Jafri M. et al. 
2012). 
 
   6.1.1.4 Syndrom paragangliomu 4 (PGL4); gen SDHB (OMIM 115310) 
Tento syndrom je charakteristický výskytem paragangliomů v oblastech břicha, pánve a 
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mediastina (Neumann HP et al. 2004), v relativně mladém věku 25–30 let (Gimenez-Roqueplo 
A.P. et al. 2012). Mutace SDHB vedou často k rozvoji maligní formy onemocnění. 
 
   6.1.1.5 Syndrom paragangliomu 5 (PGL5); gen SDHA (OMIM 614165) 
Zárodečné mutace genu SDHA se nacházejí u pacientů s PHEO/PGL stejně jako u 
pacientů s gastrointestinálními stromálními nádory (Burnichon N et al. 2010, Pantaleo M.A. et 
al. 2011). Bialelické mutace byly detekovány u pacientů Leighovým syndrome (Horvath R. et 
al. 2006).  
 
6.1.2 Syndrom mnohočetné endokrinní neoplázie typu 2 (MEN 2); gen RET (OMIM 
171400)  
Syndrom MEN 2 je autosomálně dominantně (AD) dědičné onemocnění způsobené 
mutacemi v genu rearranged during ransfection (RET). V rámci syndromu MEN 2 se vyskytují 
medulární karcinomy štítné žlázy (medular thyroid carcinoma MTC), PHEO a hypertyreóza 
(Lebeault M. et al. 2017). MEN 2 se dále rozděluje na tři podtypy: MEN 2A, MEN 2B a 
familiální MTC (FMTC). Protoonkogen RET kóduje protein kinázový receptor, který skládá se 
z 21 exonů. 90 % případů syndromu MEN 2 je způsobeno bodovými mutacemi v exonech 10, 
11, 13, 14 a 15 (Qi X.P. et al. 2012, Plaza-Menacho I. et al. 2018). PHEO/PGL se nachází 
přibližně u 50% pacientů s MEN 2 (Castinetti F. et al. 2017). PHEO se může nacházet v obou 
nadledvinách, maligní forma je ovšem poměrně vzácná (Wells S.A. et al. 2018). 
 
6.1.3 Syndrom von Hippel - Lindau; gen VHL (OMIM 193300)  
Syndrom von Hippel - Lindau je AD dědičné onemocnění s výskytem mutací v genu von 
Hippel-Lindau (VHL). Klinicky se toto syndromologické onemocnění projevuje 
hemangioblastomy retiny a centrálního nervového systému, světlobuněčným karcinomem 
ledvin, PHEO a mnohočetnými cystami ledvin a pankreatu (Bouhamdani N. et al. 2017, Plevova 
P. et al. 2009).  
 
6.1.4 Syndrom neurofibromatózy typu 1 - NF1; gen NF1 (OMIM 162200) 
Neurofibromatóza typu 1 (též morbus von Recklinghausen nebo periferní typ 
neurofibromatózy) je AD onemocnění způsobené mutacemi genu neurofibromin 1 (NF1). Mezi 
klinické projevy syndromu NF1 patří tzv. „skvrny barvy bílé kávy, café-au-lait spots“, Lischovy 
noduly, neurofibromy, pihy v oblasti axil či třísel, gliomy optiku, PHEO (Radtke H.B. et al. 
2007, Pillai S. et al. 2016). 
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Mutace v dalších genech jako např. MAX, TMEM127, EPAS1/HIF2A, FH, EGLN1 a 
KIF1 se u pacientů s PHEO/PGL vyskytují méně častěji (Mercado-Asis L.B. et al. 2018, 
Welander J. et al. 2018). 
 
6.2 Genetické vyšetření pacientů s PHEO/PGL 
 
  V současné době vyšetřujeme metodou next generation sequencing (NGS) následující 
geny: ATRX, BRAF, CDH1, CDKN2A, CDKN2B, FGFR1, FH, FHIT, GNAS, HIF2A (EPAS1), 
H-RAS, IDH1, IDH2, KIF1Bß, KMT2D, K-RAS, MAML3, MAX, MDH2, MET, NF1, NGFR, N-
RAS, PHD2/EGLN1, RET, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, TERT, TMEM 127, TP53 a 
VHL. Není-li zavedena metoda NGS může se použít diagnostika jednotlivých genů podle 
uvedeného schématu (Obr. 2). 
 
Obr. 2: Algoritmus genetického vyšetření u pacientů s PHEO/PGL (upraveno dle Musil et al. 2012,     
Lenders et al. 2014)  
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Tab. 1: Přehledná charakteristika PHEO/PGL: DO - dopamin, E – epinefrin, NE – norepinefrin, NMN – 
normetanefrin, MN – metanefrin, MT - metoxytyramin (upraveno dle Musil et al. 2012) 
Gen Lokus Riziko 
malignity 
Primární výskyt Biochemie 
SDHA 5p15  neznámé bez predilekce neznámé 
SDHB 1p 36.13 31 – 71% extra adrenálně DO nebo MT, 
MN, NMN 
SDHC 1q 21 nízké paragangliomy hlavy a krku MNM, MN, DO 
nebo MT, žádné 
SDHD 11q 23 <5% paragangliomy hlavy a krku  
(multifokální výskyt) 
MNM, MN, DO 
nebo MT, žádné 
SDHAF2 
(SDH5) 
11q 13.1 nízké paragangliomy hlavy a krku  
(multifokální výskyt) 
neznámé 
VHL 3p 25 - 
26 
5% adrenálně NMN, NE 
NF1 17q 11.2 12% adrenálně MN, MNM 
RET 10q 11.2 <5% adrenálně (bilaterálně) E, MN 
MAX 14q23.3 střední adrenálně (bilaterálně) neznámé 
TMEM127 2q11.2 nízké adrenálně MN 
 
6.3 Genetické klastry PHEO/PGL 
 
Různé molekulárně biologické, epigenetické a genomické studie rozdělily na základě 
výskytu mutací, methylačního a transkripčního profilu  PHEO/PGL do několika klastrů.  
V klastru 1 jsou zahrnuty mutace v genech důležitých pro detekci množství kyslíku nebo 
geny kódující enzymy Krebsova cyklu jako např. SDHx, VHL, FH, HIF2A nebo EGLN1/2. 
V klastru 2 jsou zařazeny geny podílející se na kinázové signalizaci, translaci genů a neurální 
diferenciaci RET, NF1, TMEM127, MAX a KIF1Bβ. Klastr 3 zahrnuje Wnt signální dráhu 
(Burnichon N. et al. 2011, Pang Y. et al. 2019).  
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7. Cíle práce: 
 
Během svého postgraduálního studia jsem se spolupodílel na výzkumu 
neuroendokrinních nádorů PHEO/PGL. Ve své práci jsem se nesoustředil na jeden vědecký cíl, 
ale v průběhu výzkumu jsme řešili další vědecké otázky.  
1. PHEO/PGL mohou vznikat na základě genetického podkladu. Jedním z prvních cílů 
bylo zavedení metod pro genetické testování pacientů a zjištění prevalence genetických změn u 
pacientů s PHEO/PGL. 
2. Pro maligní formy těchto druhů nádorů svědčí přítomnost chromafinní tkáně 
v místech, kde se normálně nevyskytuje např. játra, kosti nebo plíce. Dalším cílem bylo nálézt 
doplňující znaky, které by mohly poukazovat na maligní průběh onemocnění. 
3. Pro léčbu maligních forem PHEO/PGL se používá několik druhů léčby, nejúčinnější je 
zatím chirurgické odstranění nádorů, mezi další patří např. chemoterapie, podávání 
terapeutických dávek [131I]-MIBG nebo cílená terapie dle molekulárního podkladu. V další fázi 
výzkumu jsme se zaměřili na hledání nových léčebných možností.  
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8. Materiál a metody: 
 
8.1 Charakteristika souboru analyzovaného metodou next generation sequencing 
Pro analýzu mutací metodou NGS jsme použili DNA pacientů z III. Interní kliniky 1.LF 
UK a VFN, Kliniky dětské hematologie a onkologie 2.LF UK a FN Motol a III. Interní kliniky 
FN Olomouc. Celkem jsme provedli analýzu 108 pacientů (56 žen a 58 mužů), ve věku od 19 do 
85 let. U 83 pacientů (77 %) byl diagnostikován PHEO, u 25 pacientů (23 %) byl 
diagnostikován PGL (viz Tab. 2 Charakteristika analyzovaného souboru).  
 
Tab. 2: Charakteristika analyzovaného souboru 
pohlaví věk druh onemocnění mutace  
Ž 44 feochromocytom neg. 
Ž 66 paragangliom mnohočetný SDHB c.689G>A, p.Arg230His  
Ž 71 feochromocytom neg. 
M 57 feochromocytom neg. 
Ž 36 paragangliom abdominální TMEM127 c.679A>G, p.Ile227Val 
Ž 35 feochromocytom TMEM127 c.159del, p.Trp53CysfsTer28 
M 73 feochromocytom neg. 
Ž 61 feochromocytom neg. 
M 24 feochromocytom neg. 
Ž 41 feochromocytom neg. 
Ž 42 feochromocytom MAX c.223C>T, p.Arg75* 
Ž 37 feochromocytom neg. 
M 68 paragangliom abdominální neg. 
Ž 71 feochromocytom neg. 
M 57 feochromocytom neg. 
M 53 paragangliom abdominální neg. 
M 61 feochromocytom neg. 
Ž 40 feochromocytom bilaterální RET c.1901G>T, p.Cys634Phe 
Ž 49 feochromocytom neg. 
M 56 paragangliom abdominální neg. 
Ž 84 feochromocytom neg. 
Ž 27 feochromocytom bilaterální neg. 
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pohlaví věk druh onemocnění mutace  
M 19 paragangliom abdominální SDHB c.689G>A, p.Arg230His 
M 41 feochromocytom neg. 
Ž 51 paragangliom mediastina neg. 
Ž 63 paragangliom abdominální neg. 
M 55 feochromocytom neg. 
Ž 62 feochromocytom neg. 
M 39 feochromocytom neg. 
M 59 feochromocytom NF1 c.4547_4548insA, p.Asp1516_Lys1517fs 
M 72 paragangliom mediastina neg. 
Ž 69 feochromocytom neg. 
Ž 31 feochromocytom neg. 
M 30 feochromocytom neg. 
M 67 feochromocytom MET c.2962C>T, p.Arg988Cys 
M 74 feochromocytom neg. 
M 67 paragangliom abdominální SDHB c.689G>T, p.Arg230Leu 
Ž 64 feochromocytom neg. 
Ž 55 feochromocytom neg. 
M 57 feochromocytom neg. 
M 84 feochromocytom neg. 
Ž 47 paragangliom abdominální neg. 
M 24 paragangliom mediastina SDHC c.397C>T, p.Arg133Ter 
M 27 paragangliom mnohočetný SDHC c.397C>T, p.Arg133Ter 
M 55 paragangliom mnohočetný SDHC c.397C>T, p.Arg133Ter 
M 46 feochromocytom neg. 
M 59 feochromocytom MET c.3029C>T, p.Thr1010Ile 
M 71 feochromocytom neg. 
Ž 73 paragangliom abdominální neg. 
Ž 59 feochromocytom neg. 
M 32 paragangliom abdominální SDHD c.361C>T, p.Gln121Ter 
Ž 75 feochromocytom neg. 
Ž 76 feochromocytom neg. 
M 48 feochromocytom bilaterální neg. 
M 48 feochromocytom neg. 
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pohlaví věk druh onemocnění mutace  
Ž 46 feochromocytom VHL c.481C>T, p.Arg161Ter 
Ž 78 feochromocytom neg. 
Ž 74 feochromocytom neg. 
M 67 feochromocytom neg. 
M 47 feochromocytom neg. 
Ž 50 feochromocytom neg. 
Ž 85 feochromocytom neg. 
Ž 33 feochromocytom neg. 
M 27 feochromocytom bilaterální VHL c.340+2T>C  
M 38 paragangliom abdominální SDHB c.689G>A, p.Arg230His 
M 39 feochromocytom neg. 
Ž 74 feochromocytom neg. 
Ž 69 feochromocytom neg. 
Ž 50 paragangliom mnohočetný neg. 
M 60 feochromocytom neg. 
Ž 64 paragangliom abdominální neg. 
M 54 feochromocytom neg. 
Ž 66 feochromocytom neg. 
M 48 paragangliom mnohočetný SDHB c.287G>A, p.Gly96Asp 
M 50 feochromocytom neg. 
M 55 paragangliom abdominální neg. 
Ž 79 paragangliom malé pánve neg. 
M 55 feochromocytom neg. 
M 46 feochromocytom neg. 
M 43 feochromocytom neg. 
Ž 71 feochromocytom neg. 
Ž 74 feochromocytom neg. 
Ž 41 feochromocytom neg. 
Ž 70 feochromocytom neg. 
Ž 65 feochromocytom bilaterální MAX c.97C>T, p.Arg33Ter 
Ž 32 feochromocytom neg. 
M 39 paragangliom mnohočetný SDHB c.137G>A, p.Arg46Gln 
M 75 feochromocytom neg. 
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pohlaví věk druh onemocnění mutace  
Ž 38 feochromocytom bilaterální RET c.1900T>C, p.Cys634Arg 
M 58 feochromocytom neg. 
Ž 49 feochromocytom RET c.2372A>T, p.Tyr791Phe 
Ž 56 feochromocytom neg. 
M 28 paragangliom mnohočetný SDHC c.397C>T, p.Arg133Ter 
Ž 78 feochromocytom neg. 
M 46 feochromocytom neg. 
Ž 74 feochromocytom neg. 
Ž 34 feochromocytom RET c.833C>A, p.Thr278Asn 
M 54 feochromocytom bilaterální RET c.1900T>C, p.Cys634Arg 
Ž 72 feochromocytom neg. 
M 61 feochromocytom neg. 
Ž 18 feochromocytom bilaterální neg. 
Ž 77 feochromocytom neg. 
M 74 feochromocytom neg. 
Ž 49 feochromocytom neg. 
M 83 feochromocytom neg. 
M 72 feochromocytom neg. 
Ž 81 paragangliom mnohočetný neg. 
Ž 64 feochromocytom neg. 
 
DNA byla izolována z periferní krve pacientů na automatické izolační lince QIAcube od 
firmy QIAGEN dle doporučeného izolačního protokolu.  
Pro detekci změn na úrovni DNA používáme metodu NGS. Vzorky na sekvenaci jsou 
zpracovávány dle uvedeného postupu. 
 
8.2 Postup přípravy vzorků na NGS  
 
Sequence capture se sondami NimbleGen single Capture  
Den 1. 
1. Fragmentace 
Změřit koncentraci DNA ve vzorku přístrojem nanodrop  
Naředit DNA vzorek - 400 ng v TE pufru do celkového objemu 30 µl. 
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Z mrazáku vyndat: Condition solution, Kapa Fragmentation Buffer a Kapa Enzyme – KAPA 
Hyper Plus Library Preparation Kit. 
Předchladit cycler na 4°C. 
 
Na ledu připravit fragmentačního master mix:  
 Tab. 3: Fragmentační master mix 
 
1 vzorek 
12 vzorků (10% 
rezerva) 




5 µl 66 µl  132 µl  
Kapa Frag Buffer 5 µl 66 µl  132 µl  
Kapa Enzyme 10 µl 132 µl 264 µl  
 
Master mix po 20 µl přidat k vzokům DNA – pracovat na ledu. 
Vzorky vložit do cycleru na program KAPA FR: 37°C – 10 min (teplota víka 47°C) 
       4°C – ∞  
Po skončení uložit vzorky na led a pokračovat dalším krokem. 
2. End-Repair & A-tailing 
Rozmrazit A-tailing pufr a A-tailing enzym (fialová víčka) a připravit master mix: 
Tab. 4: End-Repair a A-tailing master mix 
 1 vzorek 12 vzorků (10% 
rezerva) 
24 vzorků (10% 
rezerva) 
A-Tailing Buffer 7 µl 92,4 µl 184,8 µl 
A-Tailing 
Enzyme 
3 µl 39,6 µl 79,2 µl 
 
K vzorku (50 µl nafragmentované DNA) přidat 10 µl Master mixu. 
Vzorky vložit do cycleru na program KAPA AT: 65°C – 30 min (teplota víka 85°C) 
       4°C – ∞ 
Vyndat adaptéry SeqCap Adapter Kit A/Kit B a nechat rozmrazit. 
 
3. Ligace adaptérů 
 Při prvním otevření naředit adaptéry na zásobní koncentraci 10 µM: adaptér + 50 µl vody. 
Rozmrazit ligation pufr, ligation enzym (žlutá víčka) (Kapa hyper plus kit) a PCR vodu.  
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Připravit ligační premix:  
Tab. 5: Ligační premix 
 1 vzorek 12 vzorků (10% rezerva) 24 vzorků (10% rezerva) 
H2O 5 µl 66 µl 132 µl 
Lig pufr 30 µl 396 µl 792 µl 
Ligasa 10 µl 132 µl 264 µl 
 
Ke každému vzorku (60 µl produktu po úpravě konců) přidat: 
 5 µl adaptéru  
 45 µl ligačního premixu 
Zapsat použitý adaptér  
Vzorky vložit do cycleru a pustit program Ligace: 20°C – 15 min. 
Vyndat z lednice AmPure XP Beds a vytemperovat 30 min při lab. teplotě. 
4. Post-Ligation cleanup  
Připravit čerstvý 80% ethanol. 
Vytemperované AmPure Beads před použitím řádně zvortexovat. 
Produkt po ligaci adaptérů (110 µl) převést do 1,5 ml eppendorfky. 
Ke každému vzorku přidat 88 µl AmPure Beads. 
1) Vortex 
2) Inkubace 5 min (možno až 15 min pro nachytání většího množství DNA)  
3) Magnet cca 30s - 2minuty  
4) Po vyčeření roztoku odsát a odstranit supernatant 
5) 2x opláchnout peletu: přidat 190 µl a odsát 200 µl čerstvého 80% etanolu 
6) Po druhém propláchnutí odstranit všechen etanol 
7) Vysušit peletu při lab. teplotě nepřesušit  
8) Peletu resuspedovat 53 µl Tris HCl pH 8 
9) Inkubace 2 min 
10) Na magnet, cca 30s 
11) Supernatant (50 µl) do čisté zkumavky, kuličky vyhodit 
5. Ořez velikosti štěpených fragmentů na velikost 250-450bp pomocí AMPure XP reagent 
První selekce (0,6x) odstraní fragmenty větší jak 450bp 
1) K vzorku DNA (50 µl) přidat 35 µl AmPure XP Beads 
2) Dobře vortexovat 
3) Inkubace 5 minut (naváží se fragmenty delší než 450bp) + popis nových zkumavek 
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4) Připravit novou sadu zkumavek pro přenesený supernatant 
5) Magnet 30 s (do vyčeření) 
6) Přenést 80 µl supernatantu do nové zkumavky 
 
Druhá selekce (0,8x) odstraní fragmenty menší než 250bp 
1) K vzorku DNA (75 µl) přidat 10 µl AmPure XP Beads 
2) Dobře vortexovat 
3) Inkubace 5 minut (naváží se fragmenty delší než 250bp) + připravit 0,2 ml zkumavky na  
LM PCR 
4) Magnet 30 s (do vyčeření) 
5) Odsát a odstranit supernatant 
6) 2x opláchnout peletu. Přidat 190 µl odebrat 200 µl čerstvého 80% etanolu 
7) Po druhém propláchnutí odstranit všechen etanol (možno stočit na stolní centrifuze a 
znovu dat na magnet a odsát zbytek supernatantu) 
8) Vysušit peletu při lab. teplotě (peleta ztmavne) nepřesušit 
9) Peletu resuspedovat 23 µl 10mM Tris-HCl  
10) Inkubace 2 min 
11) Na magnet, cca 30s 
12) Supernatant (20 µl) do čisté zkumavky. 
 
6. Precapture LM-PCR 
Z SeqCap Adapter kitu A rozmrazit zkumavku Pre LM-PCR oliga – navrchu LP1. Při prvním 
použití Pre LM-PCR oliga resuspendovat – stočit lyofilizovanou peletu, přidat 550 µl H20. 
Z Accessory kitu rozmrazit zkumavku se zeleným víčkem – Kappa hifi hot start ready mix 
(Kapa Hyper plus)- lepší rozalikvotovat á 25 µl. 
Připravit Master mix:  
Tab. 6: Precapture LM-PCR master mix 
 1 
vzorek 
12 vzorků (5% 
rezerva) 
24 vzorků (5% 
rezerva) 
KAPA HiFi HotStart Ready 
Mix 
25 µl 315 µl 630 µl 
Pre-LM-PCE Oligos 1&2 
(LP1) 




K 20 µl resuspendovaného vzorku přidat 30 µl Master mixu. 
 
Umístit do cycleru a pustit na program LM1 PCR:  
Tab. 7: Program LM1 PCR 
Teplota  čas Počet cyklů 
98°C  45 s 1x 
98°C  15 s 
9 cyklů (8x 
opakovat) 
60°C  30 s 
72°C  30 s 
72°C  60 s 1x 
4°C  ∞  
 
7. Post LM1 PCR Clean-Up 
Amplifikované produkty již pokud možno uchovávat pouze v LOW-BINDING eppendorfkách. 
1) Vzorky (50 µl) převést do Low-binding 1,5 ml eppendorfek a přidat 90 µl AmPure 
Beads. 
2) Vortex 
3) Inkubace 5 min  
4) Magnet cca 30s 
5) Odsát a odstranit supernatant 
6) 2x opláchnout peletu 200 µl čerstvého 80% etanolu 
7) Po druhém propláchnutí odsát supernatant, vyhodit, stočit kuličkami ven, odsát zbyteček 
etanolu  
8) Vysušit peletu při lab. t. NEPŘESUŠIT! Nesmí popraskat! Dramaticky klesá výtěžek! 
9) Peletu resuspedovat 53 µl PCR vody 
10) Inkubace 2 min 
11) Na magnet, cca 30s 
12) Supernatant (50 µl) do čisté zkumavky 
 
Přeměřit koncentraci na Nanodropu. Koncentrace by měla být více jak 1 µg a čistota 260/280 
mezi 1,7-2,0 (±1,9). Koncentraci možno s větší přesností změřit na Qubitu. 
Doporučeno analyzovat produkty na Agilentu DNA 1000 chip – produkty mezi 150-500 bp. 
8. Alikvotování SeqCap sond SeqCap EZ Choice Library 




Do PCR zkumavek rozpipetovat á 2,25 µl.  
 
9. Poolování knihovny 
Do další reakce je třeba 1 µg fragmentů dohromady od všech vzorků (musí být proporcionální). 
1 µg / počet vzorků = x (množství každého vzorku v µg) x . 1000 (převedení na nanogramy) / 
koncentrace z nanodropu (ng/µl) = µl každého vzorku 
12 vzorků je 85µg DNA z každého vzorku=1µg 
Napipetovat od každého vzorku vypočtený objem do 1,5 ml low-bind eppendorfky označené 
pool a datum.  
 
10. Příprava hybridizační směsi s knihovnou 
K poolu vzorků v 1,5 ml eppendrofce přidat:  5 µl Universal Blocking Oligos + 5 µl COT 
Human DNA a zvortexovat. 
1) Do eppendorfky obsahující hybridizační směs s knihovnou přidat dvakrát větší objem 
AMPure Beads (1:2), homogenizovat protažením pipetou. 
2) Inkubace 5 min RT 
3) Dát na magnetický stojánek a po vyčeření (1min) odsát a zlikvidovat supernatant 
4) Oplach 170 µl 80% EtOH (na magn. stojánku), čirý supernatant důkladně odsát 
5) Nechat cca 15 min (max) schnout. Peletu nepřesušit!! 
6) Rozmrazit z  EZ hybridisation and Wash kitu: Hybridisation Component A (č. 6, zelené 
víčko) a 2x hybridisation buffer (č. 5, hnědé víčko). 
7) Připravit směs: 3 µl Hybridisation Component A (zelené víčko) + 7,5 µl  2x 
hybridisation buffer (hnědé víčko) 
8) Vyndat hybridizační směs z magnetického stojánku a přidat 10,5 µl směs komponenty A 
s pufrem, inkubace 2 min RT 
9) Dát na magnetický stojánek, nechat vyčeřit 
10) Supernatant (10,5 µl) přepipetovat do nové 0,5 ml zkumavky 
11) K vzorku přidat 4,5 µl SeqCap EZ probe pool 
12) Vortex 10 sec 
 
11.Hybridizace 
Umístit do cycleru a pustit: 95°C 5 min 
         47°C 16 - 20 hod (víko na minimálně 57°C) 
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Den 2 . 
Nahřát termoblok na 47°C. 
Rozmrazit z  EZ hybridisation and Wash kitu zkumavky 1, 2, 3, 4 (pufry mohou být vysrážené, 
po vytemperování se rozpustí) a 25x Bead wash buffer (lahvička 7). 
Vždy nově naředit pufry: 
Tab. 8: Příprava Wash pufrů 
 Objem pufru: PCR 
H2O: 
Celkový objem: Teplota: 
10x Stringent Wash buffer - 
4 
40 µl 360 µl 400 µl 47°C 
10x wash buffer I - 1 30 µl 270 µl 300 µl  
10x wash buffer II - 2 20 µl 180 µl 200 µl  
10x wash buffer III - 3 20 µl 180 µl 200 µl  
2,5x Bead wash buffer - 7 100 µl 150 µl 250 µl  
 
12. Promývání magnetických kuliček 
1) Magnetické kuličky se streptavidinem nechat 30 min vytemperovat, promíchat - vortex - 
15sec, odpipetovat 50 µl do low binding eppendorf zkumavky 1,5 ml.   
2) Dát na magnetický stojánek.  
3) Po vyčeření odpipetovat supernatant a vyhodit (nenechat uschnout!max 5min). 
4) Přidat 100 µl Bead wash pufr (7), zvortexovat, dát na magnetický stojánek, do vyčeření, 
supernatant vyhodit.  
5) Přidat 100 µl Bead wash pufr (7), zvortexovat, dát na magnetický stojánek, do vyčeření, 
supernatant vyhodit.  
6) Přidat 50 µl Bead wash pufr (7) přendat do 0,2 eppinky, zvortexovat - 10sec, dát na 
magnetický stojánek do vyčeření, supernatant vyhodit. Pozor – kuličky nesmí vyschnout  
7) Přidat celý objem knihovny z cycleru ke kuličkami na magnetickém stojánku a 
voretxovat - 10sec. 
8) Dát do cycleru na 47°C na 15 min. (víko 57°C) 
9) Přidat 100 µl 1x wash buffer I (1) k 15 µl Capture bead s navázanou DNA. 
10) Vortex 10 sec. 
11) Přepipetovat celý objem PCR zkumavky do 1,5 ml eppendrofky low binding. 
12) Dát na magnetický stojánek, nechat vyčeřit a odstranit supernatant.  
13) Přidat 200 µl 1x Stringent wash pufru (4), voretx 10sec. 
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14) Inkubovat na 47 °C/ 5 min v termobloku. 
15) Dát na magnetický stojánek, nechat vyčeřit a odstranit supernatant.  
16) Sundat zkumavku z magnet. stojánku, přidat 200 µl 1x Stringent wash pufru (4) 47°C, 
10x pipetováním promíchat nebo 10 sec vortex. Pracovat rychle, aby teplota neklesla 
pod 47°C. 
17) Inkubovat při 47°C/ 5 min v lázni. 
18) Dát na magnetický stojánek, nechat vyčistit a odstranit supernatant. Sundat ze stojánku. 
19) Přidat 200 µl 1x wash buffer I (1) RT k vzorku a vortexovat 10 sec. Inkubovat 1 min . 
20) Na magnetický stojánek, nechat vyčeřit a odstranit supernatant. Sundat ze stojánku. 
21) Přidat 200 µl 1x wash buffer II (2) RT k vzorku a vortexovat 10 sec. Inkubovat 1 min. 
22) Dát na magnetický stojánek, nechat vyčeřit a odstranit supernatant. Sundat ze stojánku. 
23) Přidat 200 µl 1x wash buffer III (3) RT k vzorku a vortexovat 10 sec. Inkubovat 1min.  
24) Dát na magnetický stojánek, nechat vyčeřit a odstranit supernatant. Sundat ze stojánku. 
25) Přidat 15 µl PCR H2O o pokojové teplotě k vzorku.  
 
13. Post-Captured LM3-PCR 
Z Accessory kitu v2 vyndat: 
 Post LM-PCR oligo 1 &2 (LP2, žluté víčko) Při prvním použití přidat 480 µl. 
 Kappa hifi hot start ready mix (zelené víčko) – uložit na led nebo do chladítka. 
 
Do 2 PCR zkumavek připravit MIX: 25 µl – Kappa hifi hot start ready mix 
                5 µl – Post-LM-PCR olig 1,2 
              20 µl = celá knihovna (pokud je objem menší přidat H2O) 
Vzorek s mastermixem je 10x propipetovat, zásadně. Dát vzorky do cycleru a spustit program 
LM3 PCR:  
Tab. 9: Program LM3 PCR  
98°C 45 s 1x 
98°C 15 s 
14x 60°C 30 s 
72°C 30 s 
72°C 60 s 1x 
4°C ∞  
  
Produkt možno skladovat při teplotě 2 - 8°C až 72 hod. 
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14. Přečistění LM-PCR magnetickými kuličkami 
1) Připravit čerstvý 80% etanol: 400µl ethanolu + 100 µl PCR vody. 
2) Do low biding dát 90 µl AMPure Beads a přidat celý PCR produkt (50 µl),  vortex 10 
sec. 
3) Inkubace 5 min. 
4) Dát zkumavku na magnetický stojánek, dokud se roztok nevyčeří. 
5) Opatrně odsát a vyhodit supernatant. 
6) Přidat 200 µl 80% etanolu – spláchnout peletu (nemíchat), nechat 30 s, odsát 
supernatant, vyhodit.   
7) Znovu přidat 200 µl 80% ethanolu – spláchnout peletu (nemíchat), nechat 30 s, odsát 
supernatant, vyhodit, stočit kuličkami ven, odsát zbyteček ethanolu. 
8) Vysušit peletu  
9) Resuspendovat peletu v 53 µl H2O. 
10) Inkubace 2 min. při laboratorní teplotě. 
11) Dát zkumavku na magnetický stojánek, dokud se roztok nevyčeří. 
12) Supernatant opatrně přepipetovat do nové eppendorfky = vzorek 50 µl! Nesmí obsahovat 
kuličky! Pokud ano, znovu dát na magnetický stojánek a přepipetovat supernatant.  
13) Popsat zkumavku „knihovna a datum“, změřit koncentraci na Qubitu a zamrazit při -
20°C. 
 
15. Ředění a denaturace knihovny 
Ředění knihovny na 2nM 
Změřit koncentraci na Qubitu a vypočítat ředění podle tabulky: PHEO výpočet finál. 
koncentrace-knihovny na 2 nM 
Novou 1,5 ml mikrozkumavku označit 2nM, aktuální datum.  
K vypočtenému množství přečištěné knihovny přidat odpovídající množství PCR vody. 
Ředění knihovny na koncentraci 10 pM a denaturace 
1. Připravit čerstvý 0,2M NaOH – do 1,5 ml mikrozkumavky napipetovat 980 µl PCR vody, 
přidat 20 µl 10M NaOH a důkladně zvortexovat.  
2. Naředit 2 nM PhiX Control - do 0,5 ml mikrozkumavky napipetovat 4 µl PCR vody, přidat 1 
µl PhiX Control (10 nM) a několikrát protáhnout pipetou.  
3. Napipetovat 47,5 µl 2 nM knihovny do 0,5 ml mikrozkumavky a přidat 2,5 µl naředěné  
2 nM PhiX Control z kroku 2 a opatrně zvortexovat. 
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4. Do nové 1,5 ml mikrozkumavky, označené datumem a 10pM, napipetovat 5 µl knihovny 
s kontrolou z bodu 3., přidat 5 µl 0,2 M NaOH, zvortexovat a krátce stočit. 
5. Inkubovat 5 min při laboratorní teplotě. 
6. Přidat 990 µl HT1 pufru a dobře promíchat protažením pipetou. Nepoužitý zbytek 10pM 
knihovny lze uchovávat tři týdny při -20°C. 
Takto připravené vzorky jsou analyzovány na přístroji MySeq od firmy Illumina . Získaná 
data jsou hodnocena pomocí programu FinalistDX od firmy Institute of Applied Biotechnologies. 
 
8.3 Stručný přehled souborů a metod použitých v jednotlivých publikacích 
 
Článek 1: 
V tomto článku jsme pro detekci změn v genech SDHB, SDHD a RET u 13leté probandky 
použili metodu DGGE a následné sekvenování dle Sangera. Pro analýzu genu VHL bylo použito 
Sangerovo sekvenování. Stejný postup jsme zvolili i pro rodinné příslušníky. Strukturní změny 
nádorové DNA byly analyzovány pomocí CGH. Pro lokalizaci nádorových ložisek u probandky 
byla použita metoda CT, MRI a scintigrafie s 123MIBG (Musil et al. 2010). 
Článek 2: 
 Tento článek se zabývá genetickou analýzou PHEO/PGL u dětských pacientů Kliniky 
dětské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol (KDHO). Pro stanovení strukturálních 
změn chromozomů jsme použili metodu komparativní genové hybridizace (CGH) a array CGH 
(aCGH), k detekci mutací v genech SDHB, SDHD, RET a VHL jsme použili Sangerovo 
sekvenování, metoda multiple ligation probe amplification (MLPA) byla použita pro zjištění 
přítomnosti delecí a duplikací v genech SDHB, SDHD a SDHC (Vicha A. et al. 2011) . 
Článek 3: 
 V této práci jsme analyzovali soubor 149 pacientů (41 maligní PHEO, 108 benigní 
PHEO) z National Institutes of Health (NIH) a z III. Interní kliniky 1. LF UK a VFN. Genetické 
testování genů RET, VHL, SDHB a SDHD bylo podle metodiky uvedené v článku (Zelinka T. et 
al. 2011).  
Článek 6: 
 Pro analýzu mutací genu BRAF byl použit soubor DNA z nádorové tkáně 64 pacientů 
s PHEO/PGL (32 mužů a 32 žen, ve věku od 7 do 77 let) z III. Interní kliniky 1. LF UK a VFN a 
KDHO Motol. Pro detekci mutací jsme použili primery navržené programem Primer3, který je 
volně dostupný. Pro analýzu real time PCR jsme použili sondy a podmínky dle publikace 





9.1 Výsledky ze souboru analyzovaného metodou NGS 
 
Obr. 3: Zastoupení mutací v celkovém souboru pacientů s PHEO/PGL (doposud nepublikovaná data) 
 




























Paragangliomy sympatiku Paragangliomy sympatiku
mnohočetné










































MAX MET NF1 RET SDHB SDHC SDHD TMEM127 VHL
 
35  
9.2 Výstupy disertační práce 
 
9.2.1 Publikace 1 
Musil Z., Puchmajerová A., Krepelová A., Vícha A.., Panczak A., Veselá J., Widimský J., 
Turková H., Lisý J., Kohoutová M.  
Paraganglioma in a 13-year-old girl: a novel SDHB gene mutation in the family? 
Cancer genetics and cytogenetics 2010 Mar;197(2):189-92 
Impact factor: 1,551 
Citační ohlas: ke dni 11.5. 2019 
dle WOS 3x citováno, dle SCOPUS 6x citováno, dle Research Gate 6x citováno   
Shrnutí obsahu: 
V této publikaci jsme popsali záchyt dosud nepopsané varianty v genu SDHB, který 
kóduje podjednotku enzymu sukcinát-dehydrogenázy. Probandkou byla 13ti letá dívka s 
příznaky PHEO/PGL tj. hypertenzi, nadměrné pocení a bolestmi hlavy a zvýšenými hodnotami 
katecholaminů konkrétně norepinefrinu. CT vyšetření objevilo nádorová ložiska v levé 
paraaortální oblasti (nebo nadledvině) a horním mediastinu. Po odstranění prvního tumoru byla 
provedena vyšetření pomocí CT, MRI a scintigrafie s 127 iodo-benzylguadininem (123MIBG), 
která potvrdila nález v horním mediastinu. Následná genetická analýza genů VHL, SDHB, 
SDHD a RET pomocí denaturační gradientové gelové elektroforézy (DGGE) a Sangerova 
sekvenování odhalila změnu c. 589_600 dup (p. Cys 196 Cys 200 dup.) v 6. exonu genu SDHB 
(ostatní testované geny byly beze změny). Metodika je v článku podrobně popsána. Následná 
analýza nádorové DNA pomocí CGH odhalila ztrátu v oblasti 1p31.3 , včetně SDHB lokusu, 
ztrátu 11p15.1a zmnožení v oblasti 3p11.1∼p13.  
Uvedená mutace c. 589_600 dup (p. Cys 196 Cys 200 dup.) je s velkou 
pravděpodobností zodpovědná za uvedené onemocnění. Domníváme se, že tato varianta 
ovlivňuje signální dráhu vedoucí ke zvýšené HIF 1A signalizaci. Stejná varianta byla nalezena i 
u ostaních členů rodiny (viz. rodokmen v článku), kteří byli v době vyšetření bez klinických 
příznaků. Z tohoto důvodu jsme považovali uvedenou změnu za variantu s nízkou penetrancí, 
jejíž exprese je ovlivněna hladinami hormonů, růstem v kombinaci s chronickou arteriální 






















9.2.2 Publikace 2 
Vicha A., Holzerova M., Krepelova A., Musil Z., Prochazka P., Sumerauer D., Kodet R., 
Eckschlager T., Jarosova M. 
Molecular cytogenetic characterization in four pediatric pheochromocytomas and 
paragangliomas. 
Pathology and oncology research 2011 Dec;17(4):801-8 
Impact factor: 1,935 
Citační ohlas: (ke dni 11.5. 2019) 
dle WOS 3x citováno, dle SCOPUS 3x citováno, dle Research Gate 7x citováno   
Shrnutí obsahu: 
Tento článek je zaměřen na genetickou analýzu dětských pacientů 
s PHEOchromocytomem a paragangliomem.  Pro stanovení chromozomálních změn jsme 
použili metody komparativní genové hybridizace (CGH) a array CGH (aCGH), k detekci mutací 
v genech SDHB, SDHD, RET a VHL jsme použili Sangerovo sekvenování, metoda multiple 
ligation probe amplification (MLPA) byla použita pro zjištění přítomnosti delecí a duplikací 
v genech SDHB, SDHD a SDHC. Jednotlivé postupy u použitých metod, klinická data pacientů 
a výsledky CGH/aCGH jsou popsány v článku. 
Chromozomální změny byly nalezeny u všech zkoumaných pacientů. Pacienti s PHEO 
měli ztráty chromozomu 3 nebo krátkého raménka 3. chromozomu, zatímco u pacientů 
s paragangliomy jsme objevili ztrátu krátkého raménka 1.chromozomu. Delece na 11. 
chromozomu byla nalezena u všech pacientů. 
V době psaní publikace se byli všichni pacienti v remisi. 

















































9.2.3 Publikace 3 
Zelinka T., Musil Z., Dušková J., Burton D., Merino M.J., Milosevic D., Widimský J. Jr, Pacák 
K. 
Metastatic pheochromocytoma: does the size and age matter? 
European journal of clinical investigation 2011; 41(10):1121-8 
Impact factor: 3.086 
Citační ohlas: (ke dni 11.5. 2019) 
dle WOS 26x citováno, dle SCOPUS 23x citováno, dle Research Gate 30x citováno   
Shrnutí obsahu: 
Tato publikace shrnuje výsledky studie zaměřené na popis klinických, genetických a 
histopatologických znaků odlišující maligní a benigní formy PHEOchromocytomu. Na souboru 
149 pacientů (41 maligní PHEO, 108 benigní PHEO) jsme hodnotili velikost a biochemický 
profil primárního nádoru, věk pacientů a čas do rozvoje metastáz.  
Pacienti s maligním PHEO byli diagnostikováni v mladším věku (41,4 ± 14,7 vs. 50,2 ± 
13,7), rozměr primárního nádoru byl také větší (8,38 ± 3,27 cm vs. 6,18 ± 2,75 cm) a častěji 
sekretovali norepinefrin (95,1% vs. 83,3%). Signifikantní rozdíly nebyly pozorovány ve výskytu 
genetických mutací (25,7 % u metastatických PHEO a 14,7 % u benigních PHEO). Při 
hodnocení histopatologických znaků pouze nekróza se vyskytovala častěji u metastatických 
PHEO (27,6 % vs. 0 %). K nálezu metastáz došlo v mediánu po 3,6 letech, nejdelší interval byl 
24 let. 
Závěrem této publikace můžeme říci, že bez ohledu na genetické pozadí, velikost a věk 




























































9.2.4 Publikace 4 
Musil Z., Vícha A., Zelinka T., Turková H., Labudová T., Kohoutová M., Pacák K. 
Hereditární feochromocytom a paragangliom. 
Klinická onkologie 2012;25 Suppl:S21-6.  
Citační ohlas: (ke dni 11.5. 2019) 
dosud necitováno 
Shrnutí obsahu: 
V tomto souhrnném články jsme charakterizovali problematiku PHEO/PGL, včetně 
klinických projevů, genetického podkladu a vztahu k jednotlivým syndromům, je zde popsán 
algoritmus genetického vyšetřování pacientů. Z pohledu klinického pracovníka jsou zde 
popsány postupy vedoucí k odhalení přítomnosti PHEO/PGL (biochemické vyšetření, 
zobrazovací metody), doporučení k pooperačnímu sledování pacientů, preventivní sledování u 
zdravých nosičů patogenní mutace s vysokým rizikem PHEO/PGL a nutnost 
multidisciplinárního přístupu při péči o pacienty zahrnující spolupráci endokrinologů, pediatrů, 
chirurgů včetně urologů, otorinolaryngologů, cévních chirurgů nebo neurochirurgů, 









































9.2.5 Publikace 5 
Vicha A, Musil Z, Pacak K. 
Genetics of pheochromocytoma and paraganglioma syndromes: new advances and future 
treatment options. 
Current opinion in endocrinology, diabetes and obesity 2013 Jun;20(3):186-91 
Impact factor: 3,279 
Citační ohlas: (ke dni 11.5. 2019) 
dle WOS 27x citováno, dle SCOPUS 25x citováno, dle Research Gate 32x citováno   
Souhrn obsahu: 
V tomto článku jsme popsali rozdělení PHEO/PGL do skupin (clusterů) podle výsledků 
transkriptomových studií. V první skupině se nachazí nádory u kterých se vyskytují mutace v 
genech VHL, SDHx (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD a SDHAF2), u druhé skupiny tumorů se 
nachází změny v genech RET, NF1, KIF1Bβ, TMEM 127 a MAX.  
Cluster 1  
Mutace SDHx/VHL způsobují nesprávnou degradaci a akumulaci HIF-1/HIF-2α což 
vede např. k pseudohypoxii, zvýšené angiogenesi a vyššímu výskytu reaktivních forem kyslíku. 
HIF-1/HIF-2α tvoří heterodimer a působí jako transkripční faktor. Sukcinát, který se díky 
nefunkčnosti SDH komplexu akumuluje v mitochondriální matrix posléze proniká do cytosolu a 
inhibuje aktivitu prolyl hydroxylázy. Hydroxylovaný HIF-α je rozpoznáván VHL proteinem a 
posléze degradován v proteasomu. Je-li gen VHL mutován, protein se netvoří, HIF-α nemůže být 
degradován a proto dochází k jeho hromadění.  
Cluster 2  
Tato skupina nádorů je spojena s aktivací kinázových signálních drah, které se podílí na 
celé řadě buněčných procesů. Mutace RET jsou spojovány se zvýšenou aktivací PI3K/v-Akt 
signální dráhy. Gen NF1 kóduje GTPázu aktivující protein neurofibromin, který se účastní 
přenosu signálu v RAS a mTOR signálních drahách. Proto mutace RET a NF1 vedou k aktivaci 
PI3K/AKT/mTOR a RAS/RAF/MAPK signálních drah. Mutace TMEM127 zvyšují aktivitu 
mTOR nezávisle na RET a NF1, zatímco mutace genu MAX vedou k nesprávné regulaci MYC-
MAX-MXD1 dráhy, která je spřažena s drahou mTOR.  
Jelikož je zatím nejúčinnějším způsobem léčby chirurgické odstranění, pochopení 
specifických genetických mechanismů, které vedou k rozvoji PHEO/PGL dává do budoucna 


































9.2.6 Publikace 6 
Vosecka T., Vicha A., Zelinka T., Jencova P., Pacak K., Duskova J., Benes J., Guha A., Stanek 
L., Kohoutova M., Musil Z. 
Absence of BRAF mutation in pheochromocytoma and paraganglioma. 
Neoplasma 2017;64(2):278-282.  
Impact factor: 1,696 
Citační ohlas:  
dosud necitováno 
Shrnutí obsahu: 
V tomto článku jsme se zaměřili na detekci mutací v genu BRAF a případném použití 
inhibitorů u pacientů s PHEO/PGL. Tento gen kóduje protein BRAF, který se v buňce účastní 
přenosu signálu a regulaci MAP/ERK signální dráhy. Tato signální dráha se podílí na buněčném 
dělení, diferenciaci a sekreci. 
Frekvence BRAF mutací v nádorech se liší. Vyšší výskyt je pozorován u melanomů, 
vlasatobuněčné leukémie a histiocytóze z Langerhansových buněk, zatímco např. u 
neuroblastomů, kolorektálního karcinomu, non-Hodgkinova lymfomu a astrocytomů je výskyt 
nižší. 
Celkem jsme vyšetřili 64 vzorků s PHEO/PGL (32 mužů a 32 žen, věkové rozpětí 7 až 
77 let). Charakteristika souboru a použité metody jsou detailně popsány v článku.  
V námi sledovaném souboru jsme prozatím nenašli žádnou změnu v genu BRAF. Tento 





































Předkládaná postgraduální práce se zabývá relativně vzácnými, ale zrádnými nádory – 
PHEO/PGL. Jedná se o neuroendokrinní nádory, pro jejichž diagnostiku, léčbu a následné 
sledování je třeba spolupráce lékařů z různých oborů. Prvotním cílem bylo zavedení genetického 
vyšetření pro pacienty s PHEO/PGL a stanovení frekvence genetických změn, jsou dávány do 
souvislosti s rozvojem těchto druhů nádorů. Genetické vyšetření je důležité nejen pro samotné 
pacienty s PHEO/PGL, ale i pro jejich zatím bezpříznakové příbuzné. V našem souboru 108 
pacientů jsme pomocí metody next generation sequencing (NGS) nalezli 25 mutací v 9 
různých genech (23% záchyt), které jsou vyšetřovány v souvislosti s PHEO/PGL.  
Fishbein L. et al. 2017 detekovali 46 mutací ve sledovaném souboru 173 pacientů s PHEO/PGL 
(27% záchyt). Rovněž procentuální zastoupení  mutací v jednotlivých genech našeho souboru 
(SDHB 24%, RET 20%, SDHC 16%, SDHD 4%, TMEM 127 8%, VHL 8%, MAX 8%, MET 8%, 
NF1 4%) se liší od jiných studií Dahia P.L. et al. 2014, Favier J. et al. 2015, Fishbein L. et al. 
2017. Výsledky naší analýzy se tedy odlišují od výsledků některých doposud publikovaných 
studií, což může být vysvětleno složením a národnostní specifitou sledovaného souboru.  
V další fázi jsme se snažili identifikovat klinické prediktory, které by mohly svědčit pro 
maligní průběh onemocnění. Analýza byla provedena u souboru 41 pacientů s metastatickým 
PHEO a kontrolního souboru 108 pacientů s benigním PHEO. Jak ukazují výsledky nejen naší 
studie (Zelinka T. et al. 2011), Kimura et al. 2005 pro metastatický průběh onemocnění svědčí 
výskyt primárního nádoru v mladším věku. Benigní formy PHEO jsou nalézány ve vyšším věku 
jako incidentalomy při ultrasonografii břicha, CT nebo MRI (Noshiro et al. 2000, Amar et al. 
2005). Navíc počet pacientů, u kterých se objevily metastázy v průběhu pěti let od diagnozy 
primárního nádoru byl vyšší u mladších pacientů. U pacientů s metastatickou formou 
onemocnění byl častěji sekretován norepinefrin, na rozdíl od benigních nádorů, které častěji 
produkovaly epinefrin. Tento jev může být způsoben faktem, že epinefrin je syntetizován jako 
poslední krok při syntéze katecholaminů, a proto se dá očekávat selhání apoptózy během vývoje 
v dopaminergních nebo noradrenergních chromafinních progenitorech dříve než u zralých 
adrenergních chromafinních buněk (Lee et al. 2005). Z dalších výsledků vyplývá, že velikost 
primárního nádorů je dalším důležitým prognostickým faktorem, který může značit maligní 
průběh onemocnění 90 % pacientů s metastatickým PHEO mělo primární nádor větší než 5 cm. 
Námi nalezené výsledky potvrzují předchozí studie (Shen W.T. et al. 2004, Kimura N. et al. 
2005), ve kterých velikost a hmotnost primárních nádorů u maligních pacientů byly významně 
větší než u benigních. Ve studii provedené Amar et al. 2007 nejmenší rozměr primárních 
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extraadrenálních nebo adrenálních tumorů byl 5 cm. Genetický profil pacientů s maligní formou 
se v naší studii neukázal jako významný, což může být způsobeno skutečností, že pouze dva 
pacienti měli mutaci v genu SDHB, který je jinak asociován s maligním průběhem onemocnění.  
Léčba PHEO/PGL spočívá v odstranění nádoru, efektivní kontrole růstu tumorů a dalších 
přidružených symptomů. Díky neustále narůstajícím znalostem v oblasti buněčné signalizace, 
metabolismu, transkriptomu atd. mohou být jednotlivé molekulární podtypy cíleně léčeny. 
Antiangiogenní terapie může být použita u pacientů s mutacemi genů SDH či VHL (klastr 1 
PHEO/PGL). Pro tento způsob léčby jsou vhodné monoklonální protilátky proti vascular 
endothelial growth factor (VEGF) jako např. Bevacizumab, nebo tyrosin kinázové inhibitory 
sunitinib či sorafenib (Tuthill M. et al. 2009, Joshua, A.M. et al. 2009, Hahn, N.M. et al. 2009, 
Jimenez, C. et al. 2009, Nemoto, K. et al. 2012). Zvýšená aktivace hypoxické signalizace je 
jednou ze známek charakteristických pro klastr 1 PHEO/PGL. Z tohoto důvodu by mohly být 
nadějné některé nové preparáty proti hypoxia inducible factor (HIF) (Welsh S.J. et al. 2003, 
Welsh, S. 2004, Chen W. et al. 2016. Nedávno byla s jistým úspěchem na myším modelu 
použita antracyklinová cytostatika, jako např. daunorubicin, doxorubicin a epirubicin, při léčbě 
metastatických forem PHEO/PGL. Inhibovala jak HIF-1, tak HIF 2α a díky těmto účinkům by 
mohla být použitelná u metastatických PHEO/PGL zvláště, mají-li změny v HIF signální dráze 
(Pang Y. et al. 2017).  
Zvýšená Ras/Raf/Erk nebo PI3K/Akt/mTOR kinázová aktivita je pozorována u 
PHEO/PGL pacientů s mutacemi v genech RET, NF1, TMEM127 a MAX (Attie T. et al. 1995, 
Ma X.M. et al. 2009, Burnichon N. et al. 2011). Zkoušky s inhibitorem mTOR (Everolimus), 
který byl podán pacientům s progresivním PHEO, přinesly rozporuplné výsledky (Druce, M.R. 
et al. 2009, Oh D.Y. et al. 2012). Mutace v genech SDHx vedou k akumulaci sukcinátu, což 
může způsobovat hypermetylaci DNA a histonů (Letouze E. et al. 2013, Killian J.K. et al. 
2013), proto se některé demetylační léky (např. Decitabin) pro tento typ léčby testují (Letouze 
E. et al. 2013). Nesprávná funkce SDH komplexu je spojená i s poruchou NAD+/NADH 
metabolismu u nádorových buněk a možné léčbě pomocí inhibitorů poly(ADP ribóza) 
polymerázy (PARP) (Sulkowski P.L. et al. 2018, Pang Y. et al. 2018). Dalším z možných léků 
používaných k léčbě PHEO/PGL mohou být inhibitory histon deacetylázy (HDAC). Tyto 
inhibitory navozují zástavu buněčného cyklu a apoptózu aktivací Notch1 signální dráhy nebo 
inhibicí nuclear factor erythroid 2-related factor2/ heme oxygenase 1 dráhy Nrf2/HO – 1 (Adler 
J.T. et al. 2008, Cayo M.A. et al. 2009, Li Z.Y. et al. 2016, Zhang Z. et al. 2017). Studie (Yang, 
C. et al. 2012) poukazují, že inhibitory HDAC zvyšují stabilitu SDHB proteinu a tím i podporují 
funkci mitochondriálního komplexu II.  
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Cílem našeho dalšího zájmu se stal gen BRAF, který kóduje serin/threoninovou kinázu 
BRAF. Tato kináza patří do RAF kinázové rodiny, která se prostřednictvím MAP/ERK signální 
dráhy účastní regulace buněčného růstu, sekrece a proliferace (An Y.H. et al. 2008). Počet 
mutací genu BRAF se liší u různých nádorů, vyšší frekvence se objevuje např. u melanomů a 
vlasatobuněčné leukémii, zatímco u kolorektálního karcinomu, neuroblastomů, plicních 
adenokarcinomů a astrocytomů se objevuje méně často (Shukla N. et al. 2012, Ahmadzadeh A. 
et al. 2014, Johnson D.B. et al. 2015, Sorbye H. et al. 2015). Počet mutací genu BRAF u 
pacientů s PHEO/PGL však podle naší i dalších studií není vysoký a nachází se přibližne u 1,2% 
nádorů (Vosecka T. et al. 2017, Luchetti A. et al. 2015, Paulsson J.O. et al. 2015). Použití 
























Naše závěry podporují výsledky ostatních studií (Fishbein L et al. 2013, Brito JP et al. 
2015) a doporučují provádění rutinních genetických vyšetření u všech pacientů s PHEO/PGL z 
několika důvodů:  
a) až 40 % pacientů jsou nosiči germinálních mutací  
b) pozitivita genetického vyšetření vede k zpřesnění diagnostických postupů 
c) časnější záchyt eventuálního onemocnění u příbuzných jedinců probanda 
d) mutace určitých genů mohou způsobovat další syndromické komorbidity nebo predisponovat 
k maligní formě onemocnění (geny SDHB, FH)  
Díky rychlému rozvoji molekulárně biologických metod a použití techniky next 
generation sequencing (NGS) počet  genů, které je možno rutinně analyzovat stále narůstá 
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